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nn-eUOVIRP S Ktsxi^jni,*^^-'-' : 

I.es cytokines sont des molecules (hormones) 
produites par des cellules ^ la suite d«une 
stimulation antig^qae ou d'une activation par 
d'autres facteurs. La premiere cytokine qui axt 6t6 
produite est 1 • interleukine 1 . permet 

l-activation des cellules qui se mettent ^ leur 
tour a produire toute une batterie de lymplxoianes dont 
certaines sont indispensables pour l-activation du 
syetexae immunitaire et les defenses centre les 
infections virales ou parasitaires. 

DBpuis quelques annees, les cytokines sont 
utilisdes en iBimunothtopie anticancereuse. Neanmoins 
leur administration par la voie gdnerale pose un 
certain nombre de problfemes. L'lL-Z par example donne 
des effet seoondaires assez importants; elle est 
rapidement metabolisee, de sorte que de fortes doses 
doivent Stre administrees de fagon repet^e. 

on est done & la recherche de meilleures voies 
d'admtnistration qui augmenteraient leur efficacit6, 
tout en diminuant leurs effets indSsirables. 

L' invention a done pour objet des adenovirus 
recombinants d^fectifs exprimant une ou plusieurs 
cytokines, ainsi que I'utilxsation de ces ad^ovlrus 
recombinants pour la constitution de compositions 
pharmaceutiques, notaiment antitumorales , plus 
particulierement de compositions directement 
injectables dans des tumeurs solides de I'hote. 

La presents invention a pour objet des adenovirus 
recoiBbinants d6fectifs caractdris6s en ce qu'ils 
comportent un genome d'ad^ovirus non r^plicable, 
defectif dans lequel sont inser^es une ou plusieurs 
sequences d'acide nucleique codant pour une ou 
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pxusieur. cytolctnes, notaMaent lymplxolcines , sous Xe 
contraie d.un ou plusieurs promoteurs sueceptxbXes 
d.atre reconnu. par les polymerases da cellules 
nvi^nalnes, plus particuli^e.ent de cellules tumorales 

I., invention concerne plus particulierement les 
acides nucleiqaes recombinants susceptibles d'toe mxs 
en oeuvre pour la production de tels ad^novxrus 
recombinants dSfectifs. . ^ 4. 

Un tel acide nucleique recombinant est 
caractdrise en ce qu«il coBporte, d'une part, une 
sequence genomiciae d'un adenovirus d^fectif en ce 
ou'elle est d^pourvue des sequences necessaxres a sa 
replication, mais comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
l-infonaation g^netique necessaire ^ I'ad^novxrus 
correspondant pour penetrer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que 1 • e^sen^le <ies 
sequences essentielles necessaires a 1 - encapsxdatxon 
de cet adenovirus, et, d'autre part, un ins^rat 
contenant une sequence nucleique codant pour une 
cytoJcine, cet inserat dtant sous le contraie d'un 
promoteur present ou pr^alablement inserd dans la 
susdite sequence genomique. 

Les adenovirus, notamment les adenovirus de type 
2 ou 5 susceptibles d'infecter l^s humains (ou 
adenovirus humains) , ou encore les adenovirus de 
serotype 4 et 7, reprdsentent des vecteurs 
particuliferement prdferes dans le cadre de la pr^sente 
invention, en raison notamment de la grande taille du 
fragment d'ADN etranger qu'il est possible d'inserer 
dans le genome de ces virus. 

Avantagcusement, la ou les sequence (s) d' acide 
nucieique d' insertion sus-mentiomiee(s) , codant pour 
une ou plusieurs cytolcxnes predeterminees, sont 
contenues dans un genome defectif d^adenovirus. 
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• *. la replication de ces adenovirus, et 

plus partio rfoion E3 da !• adenovirus, 

et, le cas eoheaivt, de la region 
ou' encore de see rSglons El et B3. 

E„ a-autres termee l-lnventlon met P"^-* 
=aoaoite de ces adenovirus recoxibii.ants defeotifs 
™ler l.e^ression de la s.^<=e d- insertion 
^.11. contlennent dans les cellules «x lie 

rnva^esent, .-e ^"^'^'-J^-^^^ '^'l.ZT^Z 
d^fectif ils ne s*y multiplient pas. isn 
tt^fs l.invention a pour o^^ectif de ^^ire secr^ter 
trcytolcines au seln mt^e des cellules (cell.les 
t^orTes alles-mSmes et cellules, notaBment 

t^L^lors^e celles-ci ont .t. in.ect.es par ce. 

!dLoviL d..ectifs, en particulier lorsque ceux^i 

Ln. inject^s directe^nt dans la tu^aeur. I^s 

cytolcines produites activeront ainsi en priorxtd, in 

sHu les cellules cytotoxi^es inf iltrant la tu^eur 

et celles se trouvant a proximite de la tumeur. 

En ce qui conceme la secjuence d^lnsertion dans 

le genome d'ad^ovirus recoBbinant d.fectif. elle peut 

gtre cnoisie parmi toutes celles qui exprxment une 

:^:Kine capable d-exercer un e«et, soit -tit^ra 

direct, soit activateur de cellules immunocoiiip6tentes 

de l«oiganisme, soit les deux h la fois. 

p^j^i ces cytokines on mentionnera a txtre 

TT 1 II.-3, IL-4, II.-5, IL-6 

d'exemples : lL-1, ll^^, 

interferon a. interferon „ tumor necrosxs factor 
alpha (TNF «) (facteur alpba de necrose de tumeur) . 

Les mgmes adenovirus recombinants peuvent aussi 
etre utilises dans le cas de certaines maladies, ou xl 
y a une ddficience taunitaire et dans le cas de 
certaixxes maladies parasitaires ou virales (interferon 
a , en particulier) - 
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on rappeXle ci-apres les proprietes de cerfcaines 
de ces cytokines. 

Elle est produite essentiellement par les 
monocytes et les loacrophages actives. Son poids 
Boleculalre est d'environ 17 Kilodaltons. Elle 
pr6sente plusieurs activit^s, parmi lesguelles ; 

a) UBS action chemoattractive sur les cellules 
polvaorphonucl^es et les macrophages (1,2), 

b) une augmentation de I'activite cytotojcigue des 
cellules cytotoxiques spontanees ("Natural Killer", ou 

e) une Induction de fi^vre h la suxte d'une 
infection, 

d) surtout 1- activation des cellules T pour la 
production d'autres facteurs. 

T»^.^T^ulcin P ^ ^XL-2>. Tnt>:>.r1eu1cine 4 fIL>4> et 
Tnterleuklne 5 fI L-5) : 

Elles sont produites par des lyn^Hocytes T 
actives. L- action de ces cytokines est restreinte amc 
cellules du sytfeme immunitaire, elles provoquent leur 
multiplication et leur activation : IL-2 et IL-4 ont 
ete essayes en Immunotlierapie antitumorale chez la 
soxiris et chez I'hoiDme. Chez la souris, elles 

agissent de fa?on synergique et provoquent la 

regression tumorals. 

Tr^f-o-rl eukine 6 

Elle est produite par des nombreux types 

cellulaires dont les lymphocytes T, les macrophages, 

les fibroblastes... Elle induit la dlf ferenciation 

finale des lymphocytes B qui deviennent producteurs 

d'anticorps. 

Necrop-i- r-.r.i.or^." fTHF-a) (facteur-a de 

necrose dp-a tumeurs) : 

C'est un facteur produit par les macrophages. II 
a une double action : une action directe sur les 
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cellules tumorales en provoguant leur Xyse et one 
activation du syt&ae immunitaire. 

L-utilisation du mJF-« chez I'home doxt se faxre 
avec precaution, etant donne que de noBb~ 
cellules en possadent le r^cepteur : d'ou l-xntdret de 
n'induire sa secretion que localement, au seo^ meme de 
la tumeur, pour liaoiter ses effets non desirables sur 
les autres cellules de I'hdte. 

T.^..l..m.ine " r^--^^- Itil-rrl^nlrinP 7 (11^7), et 
.. rmonv stiip m ^tinq Factor" fCSF) ^ 

^ ^ des facteurs de croissance 

hematopoietique. Us sent produits essentielleiaent 
par les lymphocytes, les jaonocytes et les mcrophages. 
lis agissent & diff6rents niveaux de l-hfematopoiese, 
c'est-a-dire des differentes etapes de diff6renciatlon 
de cellules de moelle en cellules sanguines. En outre 
le CSF exerce des effets tres importants au niveau des 
defenses pri^aires de l»organisme vis-a-vis des 
defenses bacteriennes en attirant les nacropbages vers 
les sites d' infection et en augmentant leur capacite 
de pbagocytose. 

En combinaison avec l'IL-2 et l«II-4, le GM-CSF, 
s'avfere etre un important facteur antitumoral. 
T.'^nterf^ron f _ ^ 

C'est un facteur produit par les cellules 2 
activees; il est dou6 de propri^tes antivirales; il 
inbibe la multiplication des virus et des parasites et 
provoque la lyse des cellules infect^es et de 
certaines cellules tumor ales. 
T.'lnterfe-ron gflFNa^ 

Produit par des cellules T et des monocytes, xl 
presente un effet antiviral et lytique sur des 
cellules infectees. L'lFN a a ete utilise en 
itomunoth^rapie centre certains types de cancer dont le 
laesothelium. 
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Bien entendu lUnvention n'est pas liinitde, quant 
an cuoix des sequences d' insertion utilisables dans 
des adenovirus conformes a L- invention, a celles qui 
ont ete identifi^es oi-dessus. Neamoins celles-cx 
sont illustratives de la palette des possibilites q^i 
s'offrent au tlxerapeute, a qui appartient le choix de 
1. adenovirus recoiabinant defectif le plus appropri^ h 
mettre en oeuvre, compte tenu de la nature des tumeurs 
a coBbattre. 

L' invention conceme 6galement des compositions 
pharmaceutiqaes comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que decrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule plxanaaceutiquement 
acceptable, en particulier des compositions 
directement injectables dans les tumeurs a traiter, 
stdriles, isotoniques, ou des coiapositions seches, 
notamment lyophilisdes , qui, par addition selon le cas 
d'eau stdrilisee ou de serum physiologigue, permettent 
la constitution ou reconstitution de solutds 
directement injectables dans les tumeurs, 

L' injection directe dans la tumeur d' adenovirus 
modifies, non r^plicables, offre I'avantage d'une part 
d'eviter la diffusion des adenovirus recoH±.inants dans 
la circulation g6n6rale avec, pour consequence, les 
effets secondaires susceptibles d'etre exerces par les 
cytokines exprim^es ailleurs que sur les sites oir la 
manifestation de leur action est recherchee, en 
l-occurence les cellules tumorales, elles-m&aes ou les 
cellules, notamment lymphocytes, qui les infiltrent ou 
qui se trouvent h leur proximity immediate. 

L' invention a dgalement pour objet un precede 
d'obtention des adenovirus recombinants ddcrits ci- 
dessus qui comprend, apres I'etape de construction 
proprement dite d'un vecteur par introduction d'un ou 
plusieurs acide{s) nucleiqaeCs) d- insertion dans le 
genome de I'adenovirus ddfectif initial, une 6tape de 
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t:ransfonaat:ion de lignees cellulaires transformables 
d-eucaryotes superieurs (nota^ent d'origine htmaxna 
ou animale) comport^nt eXles-m&aes una sdqaenca 
distincte de nucleotides apte coBpl^enter la ou les 
parties qai font defaut au genome de I'adenovirus 
d^fectif et sans lesquelles la replication de ce 
dernier est interdite, ladite sequence distincte etant 
de preference incorpor^e au genome des cellules de 
ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple prefers de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignde de 
rein embryonnaire huiaain qui contient, integrds dans 
son genome, les onze premiers pourcents de I'extremitd 
gauche du genome d-un ad^ovirus de type 5 (Ad5) . 
ceux-ci peuvent alors coinpl&aenter des virus 
recombinants ddfectifs qui portent des deletions de 
cette region, Un tel proc6d6 d'obtention est plus 
particuli^rement decrit dans la demande de brevet 
europeen n" 0 185 573 du 20/11/85. 

Aprfes transformation de ces lignees cellulaires, 
les adenovirus ddfectifs ainsi multiplies et produits 
sont recuperes a partir du milieu de culture des 
cellules de ces lignees et purifies. 

presente invention sera d'avantage detaillee 
dans la description qui suit des possibilites de 
construction d'un adenovirus vecteur recombinant 
eontenant au moins une sequence codant pour une 
cytokine, en particuller une lymphokine. 


a) cellules et virus 

La lignee cellulaire 293 renale embryonnaire 
numaine transformee par Ad-5 (Graham et al,, 1977), a 
ete utilises pour la transfection d'ADH ainsi que pour 
la multiplication et la titration d^Adenovirus (Ad). 
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la rfelloatlon des M-recoBblnants dofsotif.. Pour la 

port«.t aes deletions dans les r*gLons El (3.9 X0.5 
I u!) et H3 (7a.5-S,.3 ..UO. a utllis. (S^o^ at 
^Ulla»s, 1984). 1^3 U^*aa cellulalras 293, Hala at 
on^ .t4 naintenuas dans un niliau de cult^e 
ItntauB easantial Bagle avac 10 % da a^ da vaau 

^^'c^atrucaon— fimidaa ESffiaSEHt 

i. -^^aaaion a< tfarent.es oTtoKlnaa 

le vacteai d-axpraaslon aucaryota pMLPlO a ate 
d^cit (Ballay et al. , 19=5) • ™ derive da oa vacteur 

cLtenaSt diff^enta altas uniguas de raetrictxon » 
aval d« promotaur majeur tardlf S-adanovxrus. Cas 

pexBettant ainal la clonaga daa 
codant po»r las oytoMnea choiaias aous le controla du 
^o^taL viral. Bn aval da aatte saguenca ccntanant 
La sites uniqaea da restriction a ^te placee la 
s^qaenca contanant la signal da polyad^nyl.txon du 
g^ codant pour las antig^es pr^oces du vxrus SV40 
!e fragBent Bglll - Hlndlll d-MS est "^-^ ^"^^^^ 
catte seguence da 3 contlant la gene J^°^ 
la proteine IX qui est n^assaire pour l-ancapexdation 
du g4no.a viral au-de« da 97 * da sa taille nor^e 
et permat la ^coBbinaiscn in^dvo ult^xeure. las 
SgLces codant pour les genes das dxf«rantes 
cj^lcines sont isol^ * partir da plas^das obtanua 
aupr^s de dif«rentes equipas. Oas sequences, obtanues 
ap^ clivage au »oyan da di«^rentes «..yBes da 
restriction sent Introduitas dans la ^ite de cl^g^ 
miltiPle du vacteur d'axprassion dicrit ci-dessu= 
on cbtient ainsi las di^^ants plas„ das 
dLcMaes pHI^-cytoKine (IL-2, etc..) qui aont 


10/10/08 IB: 45 REEDFflX F 


CR03 


NQ.261 Pail/019 


2688514 


utilises pour I'obtention des virus recombinants come 
deer it dans le paragraphe suivant. 

c) action ^'^VPN efc i*.m^Tneiit fle virus 

reeombinaats 

Lea adenovirus recombinants defectifs Ad- 
cytoXines ont etd obtenus par recoiEibinaison in vivo 
entre le fragment droit du genome viral clive au 
prealable par !• enzyme de restriction Cla I ct la 
sequence homologue existant sur les plasmides pKtP- 
cytokine decrits ci-dessus. Le melange du fragment du 
genome viral (2,6 m.u. - 100 m,u,) pnrifie apres 
clivage et du plasmide linearise par 1' enzyme de 
restriction Cla I ou Pvu I est transfecte dans les 
cellules 293 en utilisant la metbode de precipitatxon 
phosphate de calcium (Graham et Van Der m>, 1973). 
Des plages de cellules montrant un effet cytopathique 
ont ete isolees 10 jours aprfes et le virus a ete 
aiaplifie en culture, L'ADN viral a 6t6 extrait par la 
procedure Hirt (Graham et al., X977) et les virus 
recombinants ont 6te identifies par cartographie avec 
des enzymes de restriction. 

La figure 1 repr6sente schematiguement une 
construction de ce type mettant en oeuvre une sequence 
d'lasertion codant pour -one interleu3cine (11^2, II.-4, 

etc.). 

Dans cette figure : 

- "leaders" correspond a un leader tripartite 

- «iDel" correspond k une "deletion" 

- Ad dl 324 correspond a un adenovirus pourvu des 
"deletions" sus-indigu^es, 

a) B ^geasion dea aeoaence a codant pour une oytoXine 
exprimee 

Des lignees cellulaires Hela ou Vero sont 
infectees avec les virus recombinants d6fectifs 
obtenus. Les cellules eff ectivement transfectees 
peuvent atre caract6risees essentiellement grace a la 
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detection de I'activitd de la cytokine lib^ree dans 
leur milieu de culture. Dans le cas de IL-II des 
rendements pouvant atteindre de 1^2 
d'interleukine pour 10* cellules ont 6t6 observes. 

Les cellules infectees par un recombinant Ad- 
cytofcine secrfetent dans le milieu de culture des 
quantites variables de la cytokine, II existe 
differentes m^thodes pour la detection ct la 
quantification des cytokines produites, 
X) Mdthodes ouantitatives : 

- ELISA, en utilisant des anticorps specifiques 
_ (radioimmunoassay) 

- Western blot 

2) w^.thodes gualitatives (ou biotests) : basdes 
sur les proprietes biologiques des cytokines 
Par exemple i 

IL-2 : Test de proliferation des cellules CTL-I.2 
(les cellules CT1>L2 ne se multiplient et ne se 
maintierment en culture qu'en presence d'lL-2 dans le 
milieu de cultiire) 

lI,-3 et GM-CSF : Test de proliferation des 

cellules TF-1 

II.-4 : Test de proliferation des cellules CTI--L2 
et induction de CD23 solubles par certaines cellules 
dont les lymphocytes. 

IMF-a : Test de cytotoxicity sur les cellules 

1,92-9. 

Test de neutralisation : L'effet des cytokines 
peut atre bloque en incubant les cellules clbles en 
presence de cellules d' anticorps specifiques. 

II va de soi que les descriptions de 
constructions d« adenovirus s61ectifs recombinants ci- 
dessus envisag^es n'ont aucun caractfere restrictif. 
D'autres constructions peuvent etre rdalisdes, 
notamment selon les variantes encore indiqu4es ci- 
apr&s a titre d'exemples. 
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X) Ttehanga de^ promQteiirs 

Le proaoteur majemr tarclif d'Adenovirus peut etre 
substitue par d'autres promoteurs utoiguitaires maxs 
d'origine exogene tels que : 

- promoteur content dans le MR (Long Termxnal 
Repeat) de RSV (Rous Sarcome Virus) 

le promoteur du gfene IE de CMV (cytomegalovirus) 
les promoteurs Inductibles MMTV (Mouse Mannnary 
Tumor Virus) ou mdtallotUionine. 

De lu&ue des promoteurs permettant une expression 
plus spdcifigue, restreinte aux cellules tumorales 
peuvent 4tre utilises comme par exemple : 

le promoteur du gene rep du parvovirus HI. 
L. invention concerne encore un acide nucl6ique 
recombinant du type sus-indigud, caract6rise en ce que 
la sequence gdnomique de I'adenovirus est d^pourvue de 
sa region d'extr^itd 5', en aval du promoteur precoce 
de la region ElA de l^ad^novirus, et en ce que la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
controle de ce promoteur precoce. Get acide nucl^ique 
recombinant peut egalement etre mis en oeuvre dans les 
applications plus particulierement mentionnees en 
rapport avec les ADNs recombinants dans lesgaels la 
sequence codant pour la cytokine est placee sous le 
controle du promoteur majeur tardif de l^ad^novirus 
2, . ^^..«lon al F "^^-^'^' plusieurs gfenes de 

cytokineg 

3 types de constructions sont decrites : 
_ les genes de cytokines sont sous le controle de 
deux promoteurs soit identiques, soit differents (MLP 
et RSV par exemple) et situes a la suite I'un de 
1* autre- 

- les g^nes des cytokines sont sous le controle de 
promoteurs distincts et donees dans des regions 
distinctes du virus. 
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SEVBHPICaTIOHS 


1. Acide nucleigue recoaibinant comportant/ d'line 
part, une sequence genomique d'un adenovlnas dfefectif 
en ce qu'elle est dSpoTirvue des sequences necessaires 
^ sa replication, mais comportant neanmoins celles des 
sequences qui dans ce genome sont le support de 
1 • information g6n6tique necessaire ii 1' adenovirus 
correspondant pour pen6trer dans les cellules 
infectables par celui-ci, ainsi que 1' ensemble des 
sequences essentielles necessaires a 1 ' encapsidation 
de cet adenovirus, et, d* autre part, un ins^rat 
contenant une sequence nucldiqae codant pour une 
cytokine, cet inserat etant sous le controls d'un 
promoteux present ou prealablement insert dans la 
susdite sequence g6nomique. 

2. Acide nuoleique recombinant selon la 
revendication 1 caract6risd en ce qu'il est depourvu 
des transactivateurs ElA et ElB et, le cas echeant, de 
la region E3 de 1 « adenovirus . 

3. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication I caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1« adenovirus est depourvue de sa region 
d'extremite S', en aval du promoteur precoce de la 
region ElA de 1' adenovirus, et en ce que la sequence 
codant pour la cytokine est plac^e sous le controle de 
ce promoteur precoce. 

4. Acide nucleique recombinant selon la 
revendication 1 ou la revendication 2 caracterise en 
ce que la sequence codant pour la cytokine est plac^e 
sous le contrdle d'un promoteur tardif de 
1« adenovirus. 

5. Acide nucleique. recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que la sequence 
genomique de 1* adenovirus est pourvue d'un promoteur 
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stranger au genome de 1 • adenovirus , et en ce que la 
sequence codani: pour la cytokine est placee sous le 
contrdle de ce promoteur etranger. 

6, Acide nucleique recombinant caract6ris6, soit en 
ce que l»inserat contient des sequences codant pbur 
plusieurs cytoKines, soit en ce qu'il contient des 
inserats distincts respectivement plac6s sous le 
contrdle de promoteurs distincts, egalement distincts. 

7, Adenovirus defectif caract6rise en ce qu»il 
contient 1' acide nucleique reconjbinant selon l*une 
quelconque des revendications 1^6, 

8, Composition pharmaceutique contenant 1» adenovirus 
recombinant selon la revendication 7 en association 
avec un vehicule pharmaceutiquenient acceptable, 
notamment. 

9, utilisation de 1» adenovirus recombinant selon la 
revendication 7 pour la preparation de medicaments 
antitumoraux, de preference sous forme directement 
injectable dans tine txuaeur de I'lidte, 

10, Procede de production d' adenovirus defectifs 
recombinants selon la revendication 7 caracterise par 
la transformation de lignees cellulaires 
transformables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d'origine btmaine ou aniraale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte ^ 
complementer la partie du g6nome de 1' adenovirus dont 
celui-ci est depourvu et qui serait essentielle a. sa 
replication, ladite sequence distincte etant de 
preference incorporee au genome des cellules de ladite 
lignee cellulaire, et en ce que I'on recupere les 
adenovirus recombinants defectifs produits a partir du 
milieu de culture des cellules desdites lignees 
cellulaires . 

11. Precede selon la revendication 10 caracterise en 
ce que le genome d* adenovirus defectifs est aepourvu 
de sa region d'extremite 5' et que la lignee 
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cellulaire est iine lignee de rein enibryonnaire hiimain 
telle que la lignee 293, qui contient, intdgre dans 
son genome, une region d'extremite 5' du genome d'un 
adenovirus de type 5 (Ad5) et ayant rnie taille 
correspondante 4 approximativement 11 % de celle du 
g^ome entier de cet adenovirus. 
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